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PENDAHULUAN 
Latar Belakang 
Sapi Bali (Bos sondaicus) merupakan sapi asli Indonesia sebagai hasil 
domestikasi dari banteng liar yang telah berjalan lama. Sapi Bali telah 
menunjukkan pewarnaan yang seragam dengan sedikit kelainan-kelainan yang 
sering timbul (Talib 2002). Sebagai sapi asli Indonesia, sapi bali merupakan 
plasma nutfah yang perlu dipertahankan keberadaannya dan dimanfaatkan secara 
lestari sebab memiliki beberapa keunggulan spesifik di antaranya mempunyai sifat 
reproduksi dan kualitas karkas sangat baik, tahan pada kondisi lingkungan tropis 
dan pakan jelek, serta mempunyai fertilitas yang tinggi (Supriyantono et al. 2008). 
Populasi total sapi bali adalah sekitar 4,7 juta ekor atau 30% dari populasi sapi 
yang ada secara keseluruhan di Nusantara yang penyebarannya meliputi daerah 
pulau Bali, Lampung, Kalimantan Selatan, Nusa Tenggara Timur, Nusa Tenggara 
Barat, Sulawesi Selatan, dan bahkan kini juga berkembang di Papua dan sejumlah 
daerah lainnya di Nusantara (Anonim 2013). Beberapa hasil penelitian 
menunjukkan bahwa sapi bali memiliki performa reproduksi dan produksi yang 
baik yakni service per conception sebesar 1,8-2,0, calving rate 64-78%, 
pertambahan bobot badan dengan pakan yang baik dapat mencapai 0,7 kg/hari 
(jantan dewasa) dan 0,6 kg/hari (betina dewasa), serta persentase karkas berkisar 
antara 51,5–59,8%, dengan persentase tulang kurang dari 15% berat karkas, dan 
dagingnya berkadar lemak rendah (Supriyantono et al. 2008). 
Sebagai sumber plasma nutfah aset Indonesia dengan beberapa 
keunggulan spesifik yang dimilikinya, tingginya angka pemotongan yang 
mencapai 2.105.771,8 ekor/tahun termasuk sapi potong dan perah selama lima 
tahun terakhir (2008 sampai dengan 2012) (Direktur Jenderal Peternakan dan 
Kesehatan Hewan 2012), terjadinya pengalihan penyediaan sapi bakalan dari 
impor ke sapi bakalan dalam negeri sebagai akibat terjadinya krisis moneter yang 
memicu tingginya eksploitasi ternak potong dalam negeri untuk memenuhi 
kebutuhan pangan hewani nasional. Hal ini berdampak secara langsung kepada 
produksi ternak nasional dengan menurunnya kualitas ternak potong karena secara 
umum terjadi seleksi negatif dalam kegiatan penyediaan dan perdagangan bakalan 
sapi potong (Supriatna 2013). Selain itu, dengan melihat performa sapi bali saat 
ini yang cenderung tampak mengecil diduga telah terjadi inbreeding karena 
keterbatasan penyediaan pejantan yang unggul dari balai-balai inseminasi. 
Walaupun inbreeding tidak selalu memberikan dampak negatif, akan tetapi derajat 
silang dalam berkorelasi negatif dengan besarnya heritabilitas (h
2
). Dari aspek 
produksi setiap peningkatan koefisen inbreeding 10% pada sapi potong, maka 
akan menurunkan bobot sapi potong sebesar 2,5-5,0% (Warwick 1993 dalam 
Supriatna 2010). Oleh karena itu, keberadaan sapi bali perlu dipertahankan dan 
dimanfaatkan secara lestari. Salah satu cara yang dapat dilakukan adalah dengan 
mengaplikasikan teknologi reproduksi berbantuan atau assisted reproductive 
technology (ART) yang terdiri atas in vitro maturation (IVM), in vitro fertilization 
(IVF) dan in vitro culture (IVC) (Rahman et al. 2008; Hegab et al. 2009). Dengan 
penerapan teknik ini, hewan-hewan yang fungsi reproduksinya tidak dapat 
berfungsi dengan normal materi genetiknya masih dapat diselamatkan.  
 
 
 
 
 
 Penelitian ini difokuskan pada penerapan teknologi IVM, IVF, dan IVC 
dengan penambahan cairan folikel yang berasal dari folikel kecil, sedang dan 
besar dalam medium maturasi, growth factor (insulin like growth factor-I/IGF-I) 
dalam medium maturasi dan kultur, dan kombinasi IGF-I dengan cairan folikel 
dalam medium maturasi. Informasi penerapan teknologi IVM, IVF, dan IVC pada 
sapi bali saat ini masih sangat terbatas sedangkan penambahan IGF-I, cairan 
folikel yang berasal dari folikel kecil (diameter 2-≤5 mm), sedang (diameter >5-
≤8) dan besar (diameter >8 mm), dan kombinasinya dalam medium maturasi dan 
kultur hingga saat ini belum diperoleh informasi. 
IGF-I merupakan stimulator utama proliferasi seluler, diferensiasi dan 
perkembangan sel, regulasi proses steroidogenesis oleh sel-sel granulosa dan 
apoptosis selama perkembangan folikel, tetapi sangat tergantung pada spesies dan 
tahap pertumbuhan folikel. IGF-I bekerja pada sel granulosa untuk proses 
steroidogenesis baik secara sendiri atau bersama-sama dengan FSH (Mani et al. 
2010). Selain itu, IGF-I juga berperan menginduksi proses pembelahan mitosis 
pada sel-sel granulosa (Spanos et al. 2000). Pada ternak ruminansia, sumber utama 
IGF-I dalam sirkulasi adalah cairan folikel (Perks et al. 1999). 
 Suplementasi IGF-I dalam medium maturasi dan kultur dapat 
menstimulasi dan meningkatkan jumlah oosit yang matang, meningkatkan hasil 
IVF, dan jumlah embrio yang mencapai tahap blastosis pada beberapa jenis ternak 
termasuk diantaranya babi (Oberlender et al. 2013), sapi (Neira et al. 2010), dan 
kerbau (Singhal et al. 2009). Lebih lanjut, Magalhães-Padilha et al. (2012) 
melaporkan bahwa penambahan IGF-I selama kultur folikel preantral babi dapat 
meningkatkan diameter folikel, meningkatkan ekspresi mRNA insulin-like growth 
factor receptor-I (IGFR-I) dengan suplementasi FSH selama kultur dan oosit yang 
dihasilkan dapat memulai proses meiosis setelah maturasi.  
 Oosit mamalia secara alamiah mengalami proses pematangan didalam 
cairan folikel yang dikelilingi oleh sel-sel folikel (Coleman et al. 2007). Lebih 
lanjut dijelaskan bahwa cairan folikel merupakan medium alami untuk 
pematangan inti dan sitoplasma oosit mamalia secara in vivo, hal ini menunjukkan 
bahwa cairan folikel mungkin cocok untuk kultur oosit. Selama pertumbuhan 
oosit, proses metabolisme terjadi antara oosit dan sel-sel folikel. Sel-sel folikel 
(sel granulosa dan sel teka) menghasilkan sejumlah steroid dan berbagai protein 
termasuk diantaranya adalah growth factor. Oberlender et al. (2013) melaporkan 
bahwa rata-rata konsentrasi growth factor (IGF-I) cairan folikel babi yang berasal 
dari folikel berdiameter 2-5 mm lebih rendah dibandingkan dengan cairan folikel 
yang berasal dari folikel bediameter 6-10 mm (67,39±49,90 vs 170,92±88,29 
ng/ml). Lebih lanjut dilaporkan bahwa penambahan IGF-I dalam medium 
maturasi bersama dengan caiiran folikel yang berasal dari folikel bediameter 2-5 
mm meningkatkan angka pematangan oosit dan angka fertilisasi, tetapi IGF-I 
tidak memberikan efek ketika ditambahkan dalam medium maturasi bersama 
dengan cairan folikel yang berasal dari folikel berdiameter 6-10 mm.   
Kerangka Pemikiran 
Tingginya angka pemotongan (2.105.771,8 ekor/tahun) termasuk sapi 
potong dan perah selama lima tahun terakhir (2008 sampai dengan 2012), adanya 
 
 
 
 
 
eksploitasi ternak potong dalam negeri untuk memenuhi kebutuhan pangan 
hewani nasional yang berdampak secara langsung kepada produksi ternak 
nasional dengan menurunnya kualitas ternak potong karena secara umum terjadi 
seleksi negatif dalam kegiatan penyediaan dan perdagangan bakalan sapi potong, 
melihat performa sapi bali saat ini yang cenderung tampak mengecil yang diduga 
telah terjadi inbreeding karena keterbatasan penyediaan pejantan yang unggul dari 
balai-balai inseminasi, maka keberadaan sapi bali sebagai sumber plasma nutfah 
aset Indonesia dengan beberapa keunggulan spesifik yang dimilikinya perlu 
dipertahankan dan dimanfaatkan secara lestari. Salah satu cara yang dapat 
dilakukan adalah dengan mengaplikasikan teknologi reproduksi berbantuan atau 
assisted reproductive technology (ART) yang terdiri atas in vitro maturation 
(IVM), in vitro fertilization (IVF) dan in vitro culture (IVC). Penerapan teknologi 
IVM, IVF, dan IVC pada sapi bali saat ini informasinya masih sangat terbatas. 
Oleh karena itu penerapan teknologi ini khususnya pada sapi bali masih perlu 
dikaji lebih mendalam. Pada penelitian ini dilakukan penambahan growth factor 
(IGF-I), cairan folikel yang berasal dari folikel kecil (diameter 2-≤5 mm), sedang 
(diameter >5-≤8) dan besar (diameter >8 mm), dan kombinasinya dalam medium 
maturasi dan kultur untuk lebih mengoptimalkan hasil yang diperoleh. Informasi 
penambahan IGF-I dan cairan folikel dalam medium maturasi, medium kultur, 
dan kombinasinya untuk produksi embrio in vitro sapi bali hingga saat ini belum 
ada. 
IGF-I merupakan stimulator utama proliferasi seluler, diferensiasi dan 
perkembangan sel, regulasi proses steroidogenesis oleh sel-sel granulosa dan 
apoptosis selama perkembangan folikel yang pada ternak ruminansia sumber 
utamanya adalah cairan folikel. Suplementasi IGF-I dalam medium maturasi dan 
kultur dapat menstimulasi dan meningkatkan jumlah oosit yang matang, 
meningkatkan hasil IVF, jumlah embrio yang mencapai tahap blastosis, dan 
meningkatkan ekspresi mRNA insulin-like growth factor receptor-I (IGFR-I). 
Sedangkan cairan folikel merupakan media alami untuk pematangan inti dan 
sitoplasma oosit mamalia secara in vivo. Selama pertumbuhan oosit, proses 
metabolisme terjadi antara oosit dan sel-sel folikel. Sel-sel folikel (sel granulosa 
dan sel teka) menghasilkan sejumlah steroid dan berbagai protein termasuk 
diantaranya adalah growth factor. Oleh karena itu penambahan IGF-I dan cairan 
folikel dalam medium maturasi dan kultur diharapkan dapat mengoptimalkan 
kemampuan perkembangan embrio in vitro pada sapi bali. Pada ternak babi, 
suplementasi IGF-I dalam medium maturasi bersama dengan caiiran folikel yang 
berasal dari folikel bediameter 2-5 mm meningkatkan angka pematangan oosit 
dan angka fertilisasi, meskipun ketika ditambahkan bersama cairan folikel yang 
berasal dari folikel berdiameter 6-10 mm tidak memberikan efek. 
Tujuan Penelitian 
Secara umum penelitian ini bertujuan untuk mengetahui: 
1. Konsentrasi IGF-I cairan folikel yang berasal dari folikel kecil (diameter 2-≤5 
mm), sedang (diameter >5-≤8) dan besar (diameter >8 mm) berdasarkan status 
reproduksi ovarium. 
 
 
 
 
 
2. Peran IGF-I dan cairan folikel dalam medium maturasi terhadap pematangan 
inti dan tingkat fertilisasi pada oosit sapi bali. 
3. Peran IGF-I dalam medium kultur terhadap kemampuan perkembangan 
embrio in vitro sapi bali. 
4. Peran IGF-I dan cairan folikel yang berasal dari folikel berdiameter berbeda 
berdasarkan status reproduksi ovarium terhadap pematangan oosit, fertilisasi 
dan kemampuan perkembangan embrio in vitro sapi bali. 
Manfaat Penelitian 
Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi mengenai: 
1. Konsentrasi IGF-I cairan folikel yang berasal dari folikel kecil (diameter 2-≤5 
mm), sedang (diameter >5-≤8) dan besar (diameter >8 mm) berdasarkan status 
reproduksi ovarium. 
2. Konsentrasi IGF-I yang tepat dan cairan folikel yang berasal dari folikel 
berdiameter berbeda berdasarkan status reproduksi ovarium terhadap 
pematangan oosit, fertilisasi dan kemampuan perkembangan embrio in vitro 
sapi bali. 
3. Sebagai data dasar pengembangan teknologi produksi embrio in vitro pada 
sapi bali. 
Hipotesis 
Hipotesis yang dapat dikemukakan untuk mendahului penelitian ini 
adalah: 
1. Konsentrasi IGF-I cairan folikel yang berasal dari folikel besar (diameter >8 
mm) lebih tinggi dibandingkan cairan folikel yang berasal dari folikel sedang 
(diameter >5-≤8) dan kecil (diameter 2-≤5 mm),  
2. Penambahan IGF-I dan cairan folikel dalam medium maturasi hingga 
konsentrasi tertentu dapat meningkatkan pematangan inti oosit sapi bali. 
3. Penambahan IGF-I dalam medium kultur hingga konsentrasi tertentu dapat 
meningkatkan kemampuan perkembangan embrio in vitro sapi bali. 
4. Penambahan IGF-I dan cairan folikel yang berasal dari folikel berdiameter 
berbeda dapat meningkatkan pematangan oosit, kemampuan fertilisasi dan 
perkembangan embrio in vitro sapi bali. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
TINJAUAN PUSTAKA 
Pematangan Oosit In Vitro 
 Oosit hewan mamalia harus mengalami dua hal yaitu pematangan inti dan 
pematangan sitoplasma. Hal ini diperlukan untuk menjamin terjadinya proses 
fertilisasi normal dan perkembangan embrio in vitro. Pematangan secara tidak 
langsung ditentukan oleh inti dan struktur kromatin dan atau kemampuan dari 
oosit untuk difertilisasi. Tahapan pematangan inti dan pematangan sitoplasma 
dapat dilihat pada Gambar 1.  
 
Gambar 1. Skema distribusi organel sitoplasma selama pematangan, fertilisasi dan 
pembentukan zigot. A. Pematangan inti dan pergerakan organel sitoplasma 
dari tahap germinal vesicle ke tahap metaphase II dan pembentukan zigot. 
B. Distribusi organel dan mekanisme pelepasan cortical granule dan 
kalsium intraseluler setelah pemasukan spermatozoa ke dalam oosit selama 
fertilisasi (Ferreira et al. 2009) 
Pematangan inti meliputi berbagai perubahan kronologis tahapan meiosis 
sedangkan pematangan sitoplasma merupakan penambahan kompetensi biologis 
oosit yang meliputi berbagai perubahan struktur dan biokimia di dalam sel yang 
memungkinkan oosit untuk mengekspresikan potensi perkembangannya setelah 
fertilisasi dan mampu mendukung pembentukan dan perkembangan embrio 
preimplantasi (Gordon 2003). Oosit yang matang ditandai dengan sejumlah 
kriteria seperti migrasi kortikal granula ke oolemma, peningkatan mitokondria dan 
lipid droplet yang akan menyebabkan perubahan susunan aparatus golgi dan 
keberadaan retikulum endoplasmik granular, aktivitas maturation promoting 
factor (MPF) dan metabolisme oosit (Rahman et al. 2008).  
Pematangan sitoplasma mencakup kejadian-kejadian pada kemampuan 
oosit untuk melengkapi pematangan inti, fertilisasi dan awal embriogenesis serta 
mempersiapkan suatu dasar untuk implantasi, inisiasi kebuntingan dan 
perkembangan fetus normal (Bravini-Gandolfi dan Gandolfi 2001; Sirard et al. 
 
 
 
 
 
2006). Pematangan sitoplasma meliputi akumulasi protein dan mRNA, 
perkembangan mekanisme regulasi kalsium, perubahan aktivitas dari maturation 
promoting factor (MPF) dan mitogen activated protein kinase (MAPK) dan 
redistribusi organel seluler (Anguita et al. 2007). Hal-hal ini dibutuhkan untuk 
mencapai kemampuan perkembangan oosit dan juga membantu kemampuan 
perkembangan embrionik (Bravini-Gandolfi dan Gandolfi 2001; Krisher 2004; 
Sirard et al. 2006; Watson 2007). 
Pematangan inti dapat dievaluasi dengan pewarnaan seperti aceto orcein 
(Lequarre et al. 2005; Shirazi dan Sadeghi 2007), sedangkan pematangan 
sitoplama dapat diketahui secara tidak langsung antara lain dari terjadinya reaksi 
korteks, pembentukan pronukleus, dan pembelahan sel (Ducibella et al. 2002). 
 Medium yang digunakan untuk pematangan oosit dapat memberikan 
pengaruh tidak hanya untuk proses pematangan oosit tetapi juga untuk 
perkembangan embrio. Pada umumnya medium maturasi disuplementasi dengan 
hormon gonadotropin seperti follicle stimulating hormone/FSH, luteinizing 
hormone/LH) dan estradiol 17β (Ongeri et al. 2001; Cognie et al. 2003; Jimenez-
Macedo et al. 2007). Hormon gonadotropin merupakan regulator utama untuk 
pematangan inti oosit hewan mamalia secara in vitro. Estradiol mungkin terlibat 
dalam pematangan sitoplasma dengan menstimulasi DNA polymerase β dan 
diduga meningkatkan sintesis faktor pertumbuhan pronukleus jantan. Dengan 
adanya estradiol 17β pada pematangan oosit dapat meningkatkan produksi 
blastosis secara nyata (Pawse dan Totey 2003). Selain hormon, serum juga sering 
ditambahkan ke dalam medium maturasi. Kandungan growth factor yang belum 
teridentifikasi, hormon dan peptida dalam serum diduga dapat mendukung 
pertumbuhan dan perkembangan oosit. Serum yang biasa digunakan diantaranya 
adalah fetal bovine serum (Velilla et al. 2002), fetal calf serum (Rho et al. 2001), 
steer serum (Jimenez-Macedo et al. 2007) dan estrus goat serum (Rahman et al. 
2007).  
Fertilisasi In Vitro 
Fertilisasi adalah suatu proses kompleks menghasilkan penggabungan dari 
spermatozoa dan oosit, sebagai isyarat awal peralihan dari oosit menjadi embrio 
(Gordon 2003). Penetrasi sperma ke dalam oosit akan menyebabkan oosit 
menyelesaikan pembelahan meiosis II yang ditandai dengan terbentuknya badan 
kutub II. Selanjutnya kromosom oosit membentuk pronukleus betina dan kromatin 
pada kepala spermatozoa mengalami kondensasi dan kemudian membentuk 
pronukleus jantan. Aktivasi sperma pada oosit akan menyebabkan peningkatan 
kalsium intraseluler sehingga menurunkan aktifitas maturation promoting factor 
(MPF) dan mitogen activated protein (MAP) kinase. Inaktivasi MPF dan MAP 
kinase saat fertilisasi berhubungan dengan pelepasan badan kutub II dan 
pembentukan pronukleus (Kikuchi et al. 2000). 
Meiosis oosit tertahan pada MII disebabkan oleh tingginya level 
maturation promoting factor (MPF) dan cytostatic factor (CSF). Segera setelah 
penetrasi spermatozoa, maka akan terjadi peningkatan konsentrasi Ca
2+
 yang 
menyebabkan kerusakan pada cyclin B dan cdk1 serta cytostatic factor (CSF). 
Cyclin B dan cdk1 merupakan komponen penyusun maturation promoting factor 
 
 
 
 
 
(MPF). Rusaknya cyclin B dan cdk1 serta CSF akan menyebabkan turunnya 
konsentrasi MPF dalam oosit dan oosit tersebut akan memulai kembali proses 
meiosis (Gambar 2).  
Penetrasi spermatozoa akan menyebabkan oosit teraktivasi dan mengalami 
serangkaian proses biokimia sehingga dapat berkembang lebih lanjut. 
Spermatozoa yang mempenetrasi oosit akan berikatan dengan reseptor 
spermatozoa dan protein G. Protein G akan mengaktifkan pospholipase C dan 
pospholipase C akan mengaktifkan phosphatidylinositol 5,4 bisphosphate. 
phosphatidylinositol 5,4 bisphosphate akan mengaktifkan inositol 1,4,5 
triphosphate, inositol 1,4,5 triphosphate ini akan berikatan dengan reseptornya di 
membran retikulum endoplasmik dan menyebabkan keluarnya Ca
2+
 dari retikulum 
endoplasmik tersebut, sehingga konsentrasi Ca
2+
 di dalam sitoplasma meningkat. 
Meningkatnya Ca
2+
 dalam sitoplasma menyebabkan konsentrasi MPF menurun 
dan terjadinya eksositois kortikal granula. Selain itu, phosphatidylinositol 5,4 
bisphosphate juga akan berikatan dengan diacylglicerol untuk mengaktifkan 
protein kinase C dan bersama-sama dengan terjadinya peningkatan Ca
2+
 dalam 
sitoplasma menyebabkan terjadinya pemasukan ion Na
+ 
dan pengeluaran ion H
+
 
(Gambar 3). 
 
Gambar 2.  Skema efek penetrasi spermatozoa terhadap konsentrasi cytostatic factor 
(CSF) dan maturation promoting factor (MPF) (Senger 2005) 
Untuk mampu melakukan proses fertilisasi, sel spermatozoa terlebih 
dahulu harus mengalami proses kapasitasi. Kapasitasi adalah suatu proses 
persiapan dan perubahan fisiologis spermatozoa didalam saluran reproduksi betina 
untuk mempertinggi daya fertilitasnya. Lebih lanjut dijelaskan bahwa kapasitasi 
adalah perubahan fisiologis yang membuat spermatozoa mampu memfertilisasi. 
Selama proses kapasitasi terjadi perubahan-perubahan pada akrosom yang disebut 
dengan reaksi akrosom, yang berakhir dengan pelepasan enzim pelebur ke dinding 
oosit, yaitu enzim hyaluronidase. Perubahan fungsional pada kepala spermatozoa 
terjadi saat sel spermatozoa menyentuh sel-sel granulose dan cumulus oophorus. 
Pada saat kapasitasi, terjadi peningkatan level kalsium intraseluler, sehingga 
dibutuhkan kalsium ekstraseluler. Modulasi Ca
2+
 pada spermatozoa hasil ejakulasi 
mungkin terjadi melalui aksi bersama dari Na
+
/Ca
2+
 porter dan Ca
2+
-ATPase. 
Selama kapasitasi terjadi kenaikan Ca
2+
 intraseluler yang dihasilkan dari suatu 
 
 
 
 
 
pembalikan dari antiporter atau suatu hambatan dari Ca
2+
-ATPase (Baldi et al. 
1996; Hafez dan Hafez 2000). 
 
Gambar 3.  Mekanisme aktivasi oosit selama proses fertilisasi. DAG, diacylglycerol; IP3, 
inositol 1,4,5-trisphosphate; IP3 R, IP3 receptor; G, GTP-binding protein, 
PIP2, phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate; PKC, protein kinase C; PLC, 
phospholipase C; RyR, ryanodine receptor; SF, sperm factor; SR, sperm 
receptor (Alberio et al. 2001) 
Medium kapasitasi spermatozoa dan fertilisasi in vitro yang umum 
digunakan adalah Brackett dan Oliphants (BO; Brackett dan Oliphant 1975), 
modified Defined Medium/mDM (Sirisathien et al. 2003) dan Tyrode Albumin 
Lactat Pyruvat/TALP (Neira et al. 2010; Oberlender et al. 2013). Secara in vitro, 
medium kapasitasi biasanya ditambahkan dengan heparin, kafein, dan calcium 
ionophore. Heparin dapat berikatan dengan protein yang terdapat di membran sel 
spermatozoa dan menjadi pemicu terjadinya peningkatan Ca
+2
, yang akan 
menyebabkan peningkatan sistesis cAMP dan protein phosphorylation 
(Chamberland et al. 2011). Kafein menghambat phosphodisterase nucleotida 
yang menyebabkan degradasi cAMP sehingga menginduksi peningkatan 
konsentrasi cAMP (Pereira et al. 2000). Calcium ionophore menyebabkan influx 
Ca
+2
 dengan cepat dan peningkatan konsentrasi Ca
+2
 intraseluler yang akan 
mentrigger terjadinya reaksi akrosom (Christensen et al. 1996) 
Perkembangan Embrio In Vitro 
In vitro culture (IVC) merupakan tahapan akhir dalam penerapan 
teknologi produksi embrio in vitro setelah in vitro fertilization (IVF) dan in vitro 
maturation (IVM) (Rahman et al. 2008; Hegab et al. 2009). Kemampuan 
perkembangan embrio setelah fertilisasi dipengaruhi oleh banyak faktor, 
diantaranya adalah kompetensi oosit (kemampauan untuk memulainya kembali 
proses meiosis, kemampuan untuk membelah setelah fertilisasi, kemampuan 
untuk membelah sampai ke tahap blastosis, kemampuan untuk terjadinya 
 
 
 
 
 
kebuntingan dan kemampuan untuk berkembang dengan baik dan sehat), 
pematangan oosit (pematangan meiotik, pematangan sitoplasma dan pematangan 
molekuler),  dan fase folikuler (preantral phase, growing phase (FSH dependent 
dan FSH independent), early atretic phase, late atretic phase, dominant phase, 
plateau phase, preovulatory phase, dan post LH phase) (Sirard et al. 2006). 
Proses awal embriogenesis merupakan proses yang kompleks ditandai 
dengan penggunaan protein maternal dan transkripsi untuk mendukung 
perkembangan embrio sampai terjadinya proses aktivasi genom 
yang mengarah ke sintesis dan terjadinya transkripsi protein baru pada jumlah 
yang tepat dan sesuai dengan tahapan perkembangannya (Memili dan First 1999). 
Terjadinya penyimpangan selama embriogenesis awal dapat menyebabkan 
terjadinya gangguan perkembangan dan kelangsungan hidup embrio (Feugang et 
al. 2009). Setelah proses fertilisasi in vitro, proporsi zigot yang dapat berkembang 
hingga ke tahap blastosis selama kultur sekitar 30-40% (Rizos et al. 2002). 
Kualitas intsinsik oosit dan lingkungan atau media kultur setelah fertilisasi 
merupakan faktor utama yang sangat mempengaruhi kemampuan perkembangan 
hingga ke tahap blastosis (Feugang et al. 2009). Lebih lanjut di jelaskan bahwa 
embrio sangat rentan terhadap berbagai stress in vitro termasuk diantaranya dapat 
disebabkan oleh formulasi media yang tidak tepat, suplementasi media, masalah 
dalam sistem kultur, masalah teknis atau kurangnya kontrol kualitas yang tepat 
dan jaminan kualitas. Dampak jangka pendek yang dapat diamati dengan adanya 
stress in vitro tersebut diantaranya adalah terjadinya perubahan morfologi, 
proliferasi dan apoptosis sel, metabolisme, transcriptome, dan proteome, 
sedangkan dampak jangka menengah dan panjang diantaranya adalah rendahnya 
angka kebuntingan setelah dilakukan transfer, tingginya resiko aborsi, panjangnya 
masa kebuntingan, kelainan kongenital, kematian setelah kelahiran, dan 
munculnya penyakit setelah dewasa. 
Berbagai upaya telah dilakukan untuk meningkatkan efisiensi sistem IVP 
pada ternak sapi, diantaranya adalah dengan penggunaan media dan system kultur 
yang sesuai. Semi-defined dan defined media yang umum digunakan adalah SOF, 
CR1aa dan CR2, CZB, KSOM, G1.2 dan G2.2, BECM, G1, dan IVD101, dan 
kompleks media seperti Tissue Culture Medium 199 (TCM 199). Umumnya 
media kultur yang digunakan ditambahkan dengan asam amino (penting sebagai 
regulator pada awal perkembangan embrio), growth factors (meningkatkan 
perkembangan ke tahap blastosis dan implantasi), gluthathione, superoxide 
dismutase atau taurine, cysteamine dan β-mercaptoethanol sebagai zat 
antioksidan, chelators seperti EDTA atau desferrioxamine,  vitamins, dan 
molekul-molekul lain seperti coenzyme Q10, sodium citrate dan myo-inositol, 
hyaluronan, dan insulin–transferrin–selenium (ITS). Sedangkan system kultur 
dilakukan dengan mengganti piruvat (lebih dibutuhkan pada tahap awal 
pembelahan ketika level konsumsi oksigen rendah) dengan glukosa (lebih 
dibutuhkan ketika periode post-compaction dimana kebutuhan energi lebih tinggi 
untuk proses blastulasi, diferensiasi, dan pertumbuhan) (Feugang et al. 2009). 
Perbedaan antara tahap pre-compaction dengan post-compaction selama 
perkembangan embrio mamalia disajikan pada Tabel 1. 
 
 
 
 
 
 
Tabel 1. Perbedaan antara tahap pre-compaction dengan post-compaction selama 
perkembangan embrio mamalia  
Pre-compaction Post-compaction 
Aktivitas biosintesis rendah Aktivitas biosintesis tinggi 
Konsumsi oksigen rendah Konsumsi oksigen tinggi 
Lebih cocok piruvat Lebih cocok glukosa 
Asam amino non esensial Asam amino esensial dan non 
esensial 
Tergantung pada genom maternal Tergantung pada genom embrionik 
Individual cells Transporting epithelium 
Satu tipe sel Dua tipe sel (ICM dan TE) 
Sangat sensitive Tidak sensitive 
Sumber: Feugang et al. (2009) 
Insulin-Like Growth Factor-I (IGF-I) 
Insulin-like Growth Factor–I adalah suatu peptida yang terdiri dari 70 
asam amino dengan berat molekul 7649 Da. Sama dengan Insulin, IGF-I 
mempunyai rantai A dan B yang dihubungkan dengan rantai disulfida (Laron 
2001). Dari 70 asam amino IGF-I tersebut, 29 asam amino homolog dengan 
insulin rantai B, 12 asam amino analog dengan pro-insulin C peptida dan 21 asam 
amino homolog dengan insulin rantai A, sedangkan 8 asam amino lainnya tidak 
mempunyai fungsi sama dengan insulin (Gill et al., 1999). Fungsi IGF-I 
diperantarai oleh interaksi dengan enam macam IGF Binding Protein (IGFBP) 
yakni IGFBP 1-6 (Gambar 4). 
 
Gambar 4. Gambaran skematis sistem IGF (Brugts 2009) 
 
 
 
 
 
Secara umum, IGF-I, IGF-II dan insulin memiliki sekitar 50% susunan 
asam amino yang sama (Janssen dan Lamberts 2002). IGF-I memiliki sekitar 48% 
urutan asam amino yang homolog dengan pro-insulin (Sadick et al. 1999). Sekitar 
60-70% domain A dan B dari IGF-I dan insulin tersusun dari asam amino yang 
sama (Conti et al. 2004). Sedangkan antara IGF-I dan IGF-II memiliki sekitar 
70% struktur yang homolog (Urbanek et al. 2005). Perbedaan bentuk dan struktur 
antara IGF-I dan insulin dapat dilihat pada Gambar 5. 
 
Gambar 5. Struktur IGF-I dan Insulin.  Insulin terdiri dari bagian A (hitam) dihubungkan 
ke bagian B (abu-abu) oleh jembatan cysteine (garis putus-putus). Sedangkan 
IGF-I selain memiliki bagian A dan B juga memiliki bagian C (abu-abu gelap) 
yang terletak diantara bagian B dan A dan bagian D (garis terbuka) sebagai 
bagian yang paling ujung (Brugts 2009) 
Insulin-like Growth Factor–I adalah salah satu dari complex IGF 
superfamily yang mempunyai peran penting pada reproduksi hewan mamalia. 
IGF-I dihasilkan terutama di hipotalamus, ovarium, oviduk dan uterus. Meskipun 
demikian IGF-I juga dapat ditemukan dalam darah yang dihasilkan oleh hati 
(Velazquez et al. 2008). Insulin-like Growth Factor–I dapat berperan pada 
berbagai macam sel mamalia dengan berbagai cara yakni endokrin, parakrin, dan 
autokrin (Grimberg dan Cohen 2000), regulasi proliferasi sel, apoptosis, 
transformasi dan diferensiasi (Makarevich dan Markkula 2002). 
Insulin-like Growth Factor–I merupakan stimulator utama proliferasi 
seluler, diferensiasi dan perkembangan sel, regulasi proses steroidogenesis oleh 
sel-sel granulosa dan apoptosis selama perkembangan folikel, tetapi sangat 
tergantung pada spesies dan tahap pertumbuhan folikel. IGF-I bekerja pada sel 
granulosa untuk proses steroidogenesis baik secara sendiri atau bersama-sama 
dengan FSH (Mani et al. 2010). Selain itu, IGF-I juga berperan menginduksi 
proses pembelahan mitosis pada sel-sel granulosa (Spanos et al. 2000). Pada 
ternak ruminansia, sumber utama IGF-I dalam sirkulasi adalah cairan folikel 
(Perks et al. 1999). 
 Suplementasi IGF-I dalam medium maturasi dan kultur dapat 
menstimulasi dan meningkatkan jumlah oosit yang matang, meningkatkan hasil 
IVF, dan jumlah embrio yang mencapai tahap blastosis pada beberapa jenis ternak 
termasuk diantaranya babi (Oberlender et al. 2013), sapi (Neira et al. 2010), dan 
 
 
 
 
 
kerbau (Singhal et al. 2009). Lebih lanjut, Magalhães-Padilha et al. (2012) 
melaporkan bahwa penambahan IGF-I selama kultur folikel preantral babi dapat 
meningkatkan diameter folikel, meningkatkan ekspresi mRNA insulin-like growth 
factor receptor-I (IGFR-I) dengan suplementasi FSH selama kultur dan oosit yang 
dihasilkan dapat memulai proses meiosis setelah maturasi. 
Cairan Folikel 
Oosit mamalia secara alamiah mengalami proses pematangan didalam 
cairan folikel yang dikelilingi oleh sel-sel folikel (Coleman et al. 2007). Lebih 
lanjut dijelaskan bahwa cairan folikel merupakan media alami untuk pematangan 
inti dan sitoplasma oosit mamalia secara in vivo. Peran cairan folikel pada proses 
meiosis tergantung pada sumber cairan folikel tersebut, cairan folikel yang berasal 
dari folikel besar mempunyai efek penghambatan yang lebih rendah selama proses 
pematangan oosit dibandingkan dengan cairan folikel yang berasal dari folikel 
kecil dan sedang (Ayoub dan Hunter 1993; Dostal dan Pavlok 1996).  Selama 
pertumbuhan oosit, proses metabolisme terjadi antara oosit dan sel-sel folikel. Sel-
sel folikel (sel granulosa dan sel teka) menghasilkan sejumlah steroid dan 
beberapa jenis protein termasuk growth factor (Coleman et al. 2007), asam amino, 
enzim, karbohidrat, dan komponen-komponen lain yang diperlukan oleh oosit 
untuk mampu mengalami proses pematangan dan berkembang lebih lanjut (Tabel 
2). Komponen cairan folikel yang terdiri dari berbagai zat nutrisi, 
growth factor, hormon, elektrolit, dan enzim dapat melindungi oosit dari faktor-
faktor yang dapat menyebabkan dimulainya proses meiosis dini, melindungi oosit 
dari proses proteolitik, memfasilitasi pelepasan oosit selama proses ovulasi, dan 
meningkatkan daya tarik sperma, motilitas, dan reaksi akrosom (Nandi et al. 
2008). Oberlender et al. (2013) melaporkan bahwa rata-rata konsentrasi growth 
factor (IGF-I) cairan folikel babi yang berasal dari folikel berdiameter 2-5 mm 
lebih rendah dibandingkan dengan cairan folikel yang berasal dari folikel 
bediameter 6-10 mm (67,39±49,90 vs 170,92±88,29 ng/ml). 
Tabel 2. Beberapa komponen kimia cairan folikel 
Komponen Biokimia Senyawa 
Protein Albumin, globulin, IgA, IgM, fibrinogen, 
lipoprotein, peptide 
Asam amino Asp, Thr, Glu, Gln, Ala, Gly, Asn 
Enzim Itraseluler/Ekstraseluler 
Karbohidrat Glukosa, fruktosa, fukosa, galaktosa, manosa 
Glikoprotein Glukosamin, galaktosamin, asam hyaluronat, 
heparin, plasminogen 
Gonadotropin FSH, LH, prolaktin 
Steroid kolesterol, androgen, progestin, estrogen 
Prostaglandin PGE, PGF2α 
Element/garam-garam Sodium, potassium, magnesium, zinc, copper, 
kalsium, sulphur, klorida, inorganik phosphat, dan 
phosphorus 
Immunoglobulin IgG predominan immunoglobulin (konsentrasinya 
meningkat seiring bertambahnya ukuran folikel) 
Sumber: Hafez dan Hafez (2000) 
 
 
 
 
 
Cairan folikel adalah campuran kompleks yang merupakan hasil sekresi 
folikel yang kommponen penyusunnya sedikit lebih rendah dibandingkan dengan 
serum darah (Driancourt dan Thuel 1998). Beberapa penelitian telah dilakukan 
untuk mengidentifikasi komponen cairan folikel yang berperan dalam regulasi 
perkembangan oosit. Fraksi protein dengan berat molekul ±60 kDa yang 
diidentifikasi dalam cairan folikel sapi dapat menghambat pematangan oosit 
(Dostal dan Pavlok 1996), sedangkan keberadaan soluble protein kinase diduga 
dapat mempertahankan oosit dari proses meiosis (Yang et al. 1993). Yosida et al. 
(1992) melaporkan bahwa satu atau lebih acidic factor yang diidentifikasi dalam 
cairan folikel babi dengan berat molekul antara 10-200 kDa bertanggung jawab 
terhadap pematangan dan kemampuan perkembangan oosit.    
Penelitian suplementasi cairan folikel dalam media maturasi dan kultur 
telah dilakukan pada beberapa jenis ternak. Coleman et al. (2007) melaporkan 
bahwa suplementasi cairan folikel (tanpa perlakuan pemanasan 56
o
C selama 30 
menit) menurunkan angka pematangan oosit sapi dibandingkan dengan kontrol 
(44,5% vs 62,8%), tetapi penambahan dalam media kultur dapat meningkatkan 
jumlah embrio yang mencapai tahap morula (8,0±1,3% vs 15,5±1,1%). Lebih 
lanjut Oberlender et al. (2013) melaporkan bahwa penambahan IGF-I dalam 
medium maturasi bersama dengan caiiran folikel yang berasal dari folikel 
bediameter 2-5 mm dapat meningkatkan angka pematangan dan angka fertilisasi 
pada oosit babi, tetapi IGF-I tidak memberikan efek ketika ditambahkan dalam 
medium maturasi bersama dengan cairan folikel yang berasal dari folikel 
berdiameter 6-10 mm. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
MATERI DAN METODE  
Tempat dan Waktu Penelitian 
 Penelitian dilakukan di laboratorium Fertilisasi In Vitro, Bagian 
Reproduksi dan Kebidanan, Departemen Klinik, Reproduksi dan Patologi, 
Fakultas Kedokteran Hewan, Institut Pertanian Bogor dan di Laboratorium 
Fertilisasi In Vitro, Laboratorium Terpadu, Universitas Hasanuddin pada bulan 
April 2014 sampai April 2015.  
Bahan Penelitian 
 Bahan yang digunakan adalah ovarium sapi bali yang diperoleh dari rumah 
potong hewan (RPH) Tamangapa, Kota Makassar, Propinsi Sulawesi Selatan. 
Oosit diseleksi berdasarkan keadaan sitoplasma yang homogen dan sel-sel 
kumulus yang kompak. 
Metode Penelitian 
Tahap I. Subtitusi IGF-I dengan Cairan Folikel terhadap Tingkat 
Pematangan Inti Oosit Sapi Bali 
Koleksi dan Preparasi Cairan Folikel  
Ovarium sapi bali dikumpulkan di rumah potong hewan dan dibawa ke 
laboratorium dalam larutan 0,9% NaCl ditambah 100 IU/ml penicillin dan 100 
µg/ml streptomycin sulfate. Cairan folikel diaspirasi menggunakan spoit 10 ml 
dengan jarum berukuran 18 G. Folikel dikelompokkan menjadi tiga kategori yakni 
folikel kecil (diameter 2-≤5 mm), sedang (diameter >5-≤8 mm) dan besar 
(diameter >8 mm) masing-masing berdasarkan status reproduksi ovarium. Cairan 
folikel yang berasal dari setiap ketegori folikel dikumpulkan, selanjutnya di 
sentrifugasi pada kecepatan 1500 g selama 30 menit pada suhu 24 
o
C (sel dan 
kotoran yang ada dibuang). Supernatan yang diperoleh kemudian di filter 
menggunakan filter dengan diameter pori 0,22μm dan dimasukkan ke dalam 
mikrotube selanjutnya disimpan pada suhu -20
o
C hingga digunakan. Untuk 
mengetahui konsentrasi IGF-I dalam cairan folikel digunakan ELISA kit 
(Oberlender et al. 2013). 
Tabel 3. Konsentrasi IGF-I cairan folikel sapi bali yang berasal dari folikel 
berdiameter berbeda berdasarkan status reproduksi ovarium 
Ukuran Folikel 
Konsentrasi IGF-I (ng/ml) 
Belum Siklus 
Siklus 
Ada CL Tidak Ada CL 
Kecil (diameter 2-≤5 mm)    
Sedang (diameter >5-≤8 mm)    
Besar (diameter >8 mm)    
Koleksi dan Pematangan Oosit In Vitro 
Ovarium sapi bali dikumpulkan di rumah potong hewan dan dibawa ke 
laboratorium dalam larutan 0,9% NaCl ditambah 100 IU/ml penicillin dan 100 
µg/ml streptomycin sulfate. Koleksi oosit dilakukan dengan teknik aspirasi 
 
 
 
 
 
menggunakan spoit dengan ukuran jarum 18 G menggunakan medium koleksi 
(phosphate buffered saline (PBS) ditambah 0,2% bovine serum albumin (BSA) 
(Sigma, USA), selanjutnya oosit diseleksi menggunakan stereomikroskop (hanya 
oosit dengan keadaan sitoplasma yang homogen dan dikelilingi ≥ 3 lapis sel 
kumulus yang digunakan). Oosit yang telah diseleksi dicuci tiga kali pada medium 
maturasi dan selanjutnya dilakukan maturasi dalam tissue culture medium (TCM) 
199 (Sigma, USA) ditambahkan 0,3% BSA, 10 IU/ml pregnant mare serum 
gonadotrophin (PMSG) (Intergonan, Intervet Deutschland GmbH), 10 IU/ml 
human chorionic gonadotrophin (hCG) (Chorulon, Intervet international B.V. 
Boxmeer-Holland), dan 50 µg/ml gentamycin (Sigma, USA) serta kontrol dan 
penambahan 50, 100 dan 150 ng/ml recombinant human IGF-I (G-5111, Promega, 
USA) (Group I), konsentrasi yang digunakan mengacu pada penelitian Oberlender 
et al. (2013) pada oosit babi, dan subtitusi IGF-I dengan cairan folikel 
berdasarkan konsentrasi terbaik penambahan IGF-I (Group II) (Gambar 6). 
Pematangan oosit dilakukan pada petri dish dengan Ø 35 mm (Nunclon, 
Denmark) dalam bentuk drop masing-masing 100 µl untuk 10-15 oosit dan 
ditutup dengan mineral oil (Sigma, USA) dalam inkubator 5% CO2, temperatur 
38,5 
o
C selama 24 jam (Modifikasi dari Pereira et al. 2005). 
Evaluasi Tingkat Pematangan Inti  
Evaluasi tingkat pematangan inti dinilai berdasarkan kronologis perubahan 
meiosis dari tahap germinal vesicle (GV) ke tahap metaphase II (MII) yang dapat 
dilakukan dengan pewarnaan 2 % aceto orcein. Germinal vesicle ditandai dengan 
membran inti dan nukleolus yang tampak dengan jelas, germinal vesicle 
breakdown (GVBD) ditandai dengan pecahnya membran inti dan inti sudah tidak 
terlihat dengan jelas, metaphase I (MI) ditandai dengan adanya kromosom 
homolog yang berderet di bidang equator, anaphase I (AI) ditandai dengan 
perpindahan kromosom kearah kutub, telophase I (TI) ditandai dengan kromosom 
telah mencapai dua daerah kutub serta MII ditandai dengan adanya polar bodi I 
dan susunan kromosom yang sama dengan tahap MI (Romar dan Funahashi 2006; 
Shirazi dan Sadeghi 2007). Tingkat pematangan inti dinilai berdasarkan 
persentase oosit yang mampu mencapai tahap MII.  
Prosedur Pewarnaan 
Setelah 24 jam pematangan sel-sel kumulus yang mengelilingi oosit 
dihilangkan dengan bantuan 0,25 % enzim hyaluronidase (Sigma, USA) dan 
dilanjutkan dengan penghilangan sel-sel kumulus (denudasi) dengan cara dipipet 
berulang-ulang menggunakan pipet berdiameter sekitar 110-120 µm (sesuai 
dengan ukuran oosit). Oosit yang telah dihilangkan sel-sel kumulusnya diletakkan 
pada drop 0,7 % KCl  di atas cover glass yang memiliki bantalan paraffin dan 
vaselin di keempat sudutnya, lalu difiksir dengan cara ditutup dengan gelas obyek 
kemudian posisinya dibalik. Preparat tersebut dimasukkan dalam larutan fiksasi 
yang mengandung asam asetat dan ethanol (1:3) selama 3 hari. Satu jam sebelum 
diwarnai, preparat direndam terlebih dahulu dalam larutan ethanol absolute, 
setelah itu diwarnai dengan 2 % aceto-orcein selama 5 menit. Kemudian zat 
pewarna dibersihkan dengan 25 % asam asetat dan keempat sisi cover glass diberi 
 
 
 
 
 
larutan kuteks bening untuk selanjutnya dilakukan pengamatan morfologi dengan 
mikroskop (Zeiss Axio Imager A2) dengan Zeiss Axiocam HRc. 
Tabel 4. Tingkat pematangan inti oosit sapi bali dengan penambahan IGF-I dalam 
medium maturasi 
Konsentrasi 
IGF-I 
(ng/ml) 
Jumlah 
Oosit 
Tingkat Pematangan Inti (%) 
GV MI AI/TI MII Degenerasi 
Kontrol        
50       
100        
150       
Keterangan: GV: germinal vesicle, GVBD: germinal vesicle breakdown, MI: metaphase I, AI-TI: 
anaphase I/telophase I, MII: metaphase II. 
Tabel 5. Subtitusi IGF-I dengan cairan folikel terhadap tingkat pematangan inti 
oosit sapi bali 
Perlakuan 
Jumlah 
Oosit 
Tingkat Pematangan Inti (%) 
GV MI AI/TI MII Degenerasi 
A0         
A1       
A2        
A3       
A4       
Keterangan:  A0: penambahan IGF-I (konsentrasi terbaik pada penelitian group I), A1: penambahan 
cairan folikel yang berasal dari folikel kecil (diameter 2-≤5 mm), A2: penambahan 
cairan folkel yang berasal dari folikel sedang (diameter >5-≤8 mm) dan A3: 
penambahan cairan folkel yang berasal dari folikel besar (diameter >8 mm), A4: 
kombinasi penambahan IGF-I (konsentrasi terbaik pada penelitian group I) dengan 
cairan folikel (konsentrasi terbaik pada penelitian group II). GV: germinal vesicle, 
GVBD: germinal vesicle breakdown, MI: metaphase I, AI-TI: anaphase I/telophase 
I, MII: metaphase II. 
Perubahan Ultrastruktur Oosit 
Setelah 24 jam pematangan, oosit difiksasi pada 2,5% glutaraldehyde 
dalam 0,1 mol phosphate buffer (pH 7,2-7,4) pada temperatur ruang (15 menit) 
dan 4 
o
C (15 menit). Selanjutnya oosit difiksasi dengan osmium tetroxide (OsO4) 
1% kemudian didehidrasi menggunakan etanol dengan konsentrasi bertingkat 
(rendah ke tinggi) dan ditanam dalam resin (agar 100). Selanjutnya preparat 
disayat (0,5-1 μm) menggunakan ultramikrotom, sayatan diwarnai dengan 
toluidine blue kemudian diamati di bawah mikroskop cahaya untuk menentukan 
tahapan miosis dari oosit. Sayatan dengan ukuran 60-90 nm dikumpulkan, 
selanjutnya diwarnai dengan uranyl acetate/lead citrate kemudian diamati 
menggunakan transmission electron microscopy (TEM) (Kafi et al. 2005). 
Tingkat Fragmentasi DNA (Apoptosis) 
Status kromatin yang terfragmentasi pada oosit dianalisis dengan 
menggunakan kombinasi teknik untuk pewarnaan inti secara simultan dan 
terminal deoxynucleotidyl transferase nick-end labeling (TUNEL), modifikasi 
prosedur sebelumnya yang diuraikan oleh Wongsrikeao et al. (2004). Oosit dicuci 
 
 
 
 
 
empat kali dalam PBS yang mengandung 3 mg/ml polyvinylalcohol (PBS-PVA), 
dan difiksasi semalaman pada suhu  4 
o
C dalam 3,7% (w/v) paraformaldehyde 
yang diencerkan dalam PBS. Setelah fiksasi, oosit dicuci empat kali dalam PBS-
PVA, kemudian dipermeabilkan pada PBS yang mengandung 0,5% (v/v) Triton - 
X100 selama 1 jam. Setelah itu diinkubasi dalam larutan bloking (PBS+10 mg/ml 
BSA) semalaman pada suhu 4 
o
C. Oosit kemudian dicuci empat kali dalam PBS-
PVA dan diinkubasi dalam fluorescein conjugated 2’-deoxyuridine-5’-
triphosphate (dUTP) dan terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) (reagen 
TUNEL; Roche Diagnostics, Corp., Tokyo, Japan) selama 1 jam dalam inkubator 
pada suhu 38,5 
o
C dan 5% CO2. Kontrol positif (satu hingga dua oosit per analisis 
TUNEL) diinkubasi dalam 1000 IU/ml deoxyribonuclease I (DNase I; Sigma ) 
selama 30 menit pada 38,5 
o
C dan 5% CO2, dan dicuci dua kali dalam PBS-PVA 
sebelum pewarnaan TUNEL. Kontrol negatif (satu hingga dua oosit per analisis 
TUNEL) diinkubasi dalam fluorescein-dUTP tanpa TdT. Setelah TUNEL, oosit 
dicuci tiga kali dalam PBS-PVA dan counterstained dengan 25 µg/ml biz-
benzimide (Hoechst 33342; Sigma) selama 30 menit. Oosit kemudian dicuci 
dalam larutan bloking, dihilangkan dengan larutan anti-bleaching (Slow-Fade; 
Moleculer Probes, Eugene, OR, USA), dan ditempatkan pada slide kaca dan 
dilapisi cat kuku bening. Oosit yang berlabel diperiksa menggunakan mikroskop 
yang dilengkapi dengan pencahayaan epifluorescent. Dua set filter standar yang 
digunakan yaitu: (1) filter dengan panjang gelombang eksitasi 450–490 nm dan 
barrier filter pada 520 nm untuk mendeteksi fluorescein isothiocyanate (FITC) , 
dan (2) filter dengan panjang gelombang eksitasi 330–380 nm dan barrier filter 
pada 420 nm untuk mendeteksi status inti pada oosit yang diwarnai Hoechst 
33342. Untuk menilai hubungan antara status inti dan kerusakan DNA, oosit 
diklasifikan berdasarkan konfigurasi kromatin antara lain germinal vesicle (GV), 
metaphase  I (MI), anaphase I dan telophase I (AI/TI), metaphase II (MII). 
 
Gambar 6. Alur penelitian tahap I 
 
 
 
 
 
Tahap II. Kemampuan Perkembangan Embrio In Vitro Sapi Bali  
Koleksi dan Pematangan Oosit In Vitro 
Koleksi dan pematangan oosit mengikuti prosedur yang sama pada 
penelitian tahap I. Oosit dimatangkan dalam medium maturasi dengan 
menggunakan medium maturasi terbaik pada penelitian tahap I. 
Fertilisasi In Vitro 
Semen beku yang berasal dari satu pejantan (dua straw) digunakan setiap 
kali fertilisasi in vitro. Semen beku di thawing pada suhu 37 
o
C selama 30 detik 
kemudian disatukan. Sebanyak 250 μl semen diamsukkan kedalam tube yang 
mengandung 1 ml sperm-TALP. Seleksi spermatozoa yang motil dilakukan 
dengan teknik swim up dalam inkubator 5% CO2 pada temperatur 38,5 
o
C selama 
60 menit. Sekitar 700 μl medium bagian atas diambil dan dikumpulkan, 
selanjutnya disentrifugasi pada kecepatan 250 g selama 10 menit. Endapan (pellet) 
semen (rata-rata 100 μl) ditambahkan dengan medium TALP yang mengandung 
100 mg/mL heparin (Sigma, H-3149) dan diinkubasi dalam inkubator 5% CO2 
pada temperatur 38,5 
o
C selama 15 menit. Konsentrasi spermatozoa dihitung 
dengan menggunakan haemocytometer. Setelah IVM, oosit dicuci dalam medium 
fert-TALP, selanjutnya difertilisasi (5-10 oosit dalam 200 μl medium TALP) yang 
disuplementasi 6 mg/mL BSA (Sigma) dengan konsentrasi akhir spermatozoa 1,5 
x 10
6
 spermatozoa/ml dan ditutup dengan mineral oil kemudian diinkubasi dalam 
inkubator 5% CO2 pada temperatur 38,5
o
C (Coleman et al. 2007).  
Kultur In vitro 
Setelah 18-20 jam IVF, oosit kemudian dicuci empat kali pada medium 
synthetic oviduct fluid (SOF). Selanjutnya oosit dipindahkan ke medium kultur 
(kultur dilakukan dalam bentuk drop masing-masing 100 µl) dengan penambahan 
IGF-I sesuai perlakuan (kontrol, 50, 100, dan 150 ng/ml) (Gambar 7) dan ditutup 
dengan mineral oil (Sigma, USA) selanjutnya ditempatkan dalam inkubator 5% 
CO2, suhu 38,5
o
C. Pembelahan embrio diamati pada hari ke 2 dan ke 4 sedangkan 
jumlah embrio yang mencapai morula dan blastosis diamati pada hari ke 6 sampai 
ke 8. Medium kultur diganti setiap 48 jam (Modifikasi dari Neira et al. 2010). 
Tabel 6. Kemampuan perkembangan embrio in vitro sapi bali dengan penambahan  
IGF-I dalam medium kultur 
Konsentrasi 
IGF-I (ng/ml) 
Tingkat Pembelahan (%) 
Morula (%) 
Blastosis 
(%) 
2 Sel 4 Sel 8 Sel 
Kontrol      
50      
100      
150      
 
 
 
 
 
 
 
Evaluasi Kualitas Embrio dengan fluorescein diacetate (FDA)  
Embrio yang telah dikultur dipindahkan ke PBS yang disuplementasi 5 
mg/ml BSA mengandung 1 μg/ml fluorescein diacetate (FDA, Sigma), 50 μg/ml 
propidium iodide (PI, Sigma), dan 20 μg/ml Hoechst 33342 (Calbiochem, EMD 
Biosciences, Inc., San Diego, CA, USA) dan diinkubasi selama 10 menit. 
Selanjutnya embrio diletakkan pada gelas objek dan ditutup dengan cover glass. 
Preparat diamati dibawah cahaya ultraviolet dengan mikroskop fluoresen (Zeiss 
Axio Imager A2 dengan Zeiss Axiocam HRc, Germany). Blastomer hidup (FDA 
positif dan PI negatif) tampak berwarna hijau dengan inti biru  
(diberi label dengan Hoechst saja), sedangkan blastomer mati FDA negatif dan 
inti diberi label dengan Hoechst dan PI, sehingga tampak berwarna merah (Somfai 
et al. 2006). 
 
Gambar 7. Alur penelitian tahap II 
Rancangan Penelitian 
Penelitian ini dirancang menggunakan rancangan acak lengkap (RAL). 
Penelitian tahap I: Group I, penambahan IGF-I dalam medium maturasi dengan 4 
perlakuan (kontrol, 50, 100, dan 150 ng/ml) dan masing-masing 4 ulangan, Group 
 
 
 
 
 
II, 5 perlakuan (konsentrasi IGF-I terbaik group I, cairan folikel kecil, cairan 
folikel besar,  cairan folikel besar, dan kombinasi IGF-I dan cairan folikel terbaik) 
dan masing-masing 4 ulangan. Penelitian tahap II penambahan IGF-I dalam 
medium kultur dengan 4 perlakuan (kontrol, 50, 100, dan 150 ng/ml) dan masing-
masing 4 ulangan. 
Analisis Data 
Data penelitian dianalisis dengan analysis of variance (ANOVA) dan 
apabila terdapat perbedaan diantara perlakuan dilanjutkan dengan uji beda nyata 
terkecil (BNT) (Steel dan Torrie 1993).  Data diolah menggunakan software SPSS 
19.0 for Windows dan MS Office Excel 2007. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
DAFTAR PUSTAKA 
Alberio R, Zakhartchenko V, Motlik J, Wolf E. 2001. Mammalian oocyte 
activation: lessons from the sperm and implications for nuclear transfer. 
Int J Dev Biol. 45:797-809. 
Anguita B, Jimenez-Macedo AR, Izquierdo D, Mogas T, Paramio MT. 2007. 
Effect of oocyte diameter on meiotic competence, embryo development, 
p34(cdc2) expression and MPF activity in prepubertal goat oocytes. 
Theriogenology 67:526-536. 
Anonim. 2013. Populasi Sapi Bali Menurun (Akses 27 September 2013).  
http://www.nusabali.com/opendoc.php?page=8&id=29940&date=2013-
09-25%2013:50:29 
Ayoub MA, Hunter AG. 1993. Inhibitory effect of bovine follicular fluid on in 
vitro maturation of bovine oocytes. J Dairy Sci. 76:95–100. 
Baldi E, Luconi M, Bonaccorsi L, Krausz C, Forti G. 1996. Human sperm 
activation during capacitation and acrosome reaction: role of calcium, 
protein phosphorylation and lipid remodeling pathways. Frontiers in 
Bioscience 1:189-205. 
Bravini-Gandolfi TAL, Gandolfi F.  2001.  The maternal legacy to the embryo:  
Cytoplasmic components and their effects on early development.  
Theriogenology 55:1255-1276. 
Brugts MP. 2009. IGF-I Bioactivity in Aging, Health and Disease [Thesis]. 
Netherlands (NL): Erasmus Universiteit Rotterdam. 
Chamberland A, Fournier V, Tardif S, Sirard MA, Sullivan R, Bailey JL. 2011. 
The effect of heparin on motility parameters and protein phosphorylation 
during bovine sperm capacitation. Theriogenology 55(3):823-835. 
Christensen P, Whitfield CH, Parkinson PJ. 1996. In vitro induction of acrosome 
reaction in stallion spermatozoa by heparin and A 23187. Theriogenology 
45:1201–1210. 
Cognie Y, Baril G, Poulin N, Mermillod P.  2003.  Current status of embryo 
technologies in sheep and goat. Theriogenology 59:171-188. 
Conti E, Carrozza C, Capoluongo E, Volpe M, Crea F, Zuppi C, Andreotti F. 
2004. Insulin like growth factor-1 as a vascular protective factor. 
Circulation 110:2260-2265 
 
 
 
 
 
 
Coleman NV, Shagiakhmetova GA, Lebedeva IY, Kuzmina TI, Golubev AK. 
2007. In vitro maturation and early developmental capacity of bovine 
oocytes cultured in pure follicular fluid and supplementation with 
follicular wall. Theriogenology 67:1053–1059. 
Direktur Jenderal Peternakan dan Kesehatan Hewan. 2012. Statistik Peternakan 
dan Kesehatan Hewan. Jakarta (ID): Direktorat Jenderal Peternakan dan 
Kesehatan Hewan. 
Ducibella T, Huneau D, Angelichio E, Xu Z, Schultz RM, Kopf GS, Fissore R, 
Madoux S, Ozil JP. 2002. Egg-to-embryo transition is driven by 
differential responses to Ca
2+
 oscillation number. Dev Biol. 250:280-291. 
Dostal J, Pavlok A. 1996. Isolation and characterization of maturation inhibiting 
compound in bovine follicular fluid. Reprod Nutr Dev. 36:681–690. 
Driancourt MA, Thuel B. 1998. Control of oocyte growth and maturation by 
follicular cells and molecules present in fluid. Reprod Nutr Dev. 38:345–
362. 
Fahrudin M, Otoi T, Karja NWK, Mori M, Murakami M, Suzuki T. 2002. 
Analysis of DNA fragmentation in bovine somatic nuclear transfer 
embryos using TUNEL. Reproduction 124:813–819. 
Ferreira EM, Vireque AA, Adona PR, Meirelles FV, Ferriani RA, Navarro PA. 
2009.  Cytoplasmic maturation of bovine oocytes: Structural and 
biochemical modifications and acquisition of developmental competence. 
Theriogenology 71:836–848. 
Feugang JM, Camargo-Rodríguez O, Memili E. 2009. Culture systems for bovine 
embryos. Livestock Sci. 121:141–149. 
Gill R, Verma C, Wallach B, Urso B, Pitts J, Awollmer, De Meyts P, Wood M. 
1999. Modeling of the disulphide swapped isomer of human insulin like 
growth factor I: Implication for receptor binding. Oxford J Prot Eng. 
12(4):297-303. 
Gordon I.  2003.  Laboratory Production of Cattle Embryos. 2nd ed. London 
(GB): CABI Publishing 
Grimberg A, Cohen P. 2000. Role of insulin-like growth factors and their binding 
proteins in growth control and carcinogenesis. J Cell Physiol. 183(3):1-9. 
Hafez ESE, Hafez B. 2000. Reproduction in Farm Animal. 7th ed. Baltimore 
(US): Lippincott Williams & Wilkins. 
 
 
 
 
 
Hegab AO, Montasser AE, Hamman AM, Abu El-Naga EMA, Zaabel SM.  2009.  
Improving in vitro maturation and cleavage rates of buffalo oocytes.  
Anim Reprod. 6(2):416-421. 
Isobe T, Ikebata Y, Onitsuka T, Wittayarat M, Sato Y, Taniguchi M, Otoi T. 
2012. Effect of sericin on preimplantation development of bovine 
embryos cultured individually. Theriogenology 78:747-752. 
Janssen JA, Lamberts SW. 2002. The role of IGF-I in the development of 
cardiovascular disease in type 2 diabetes mellitus: is prevention possible? 
Eur J Endocrinol. 146:467-477. 
Jimenez-Macedo AR, Paramino MT, Anguita B, Morato, R, Romaguera R.  2007.  
Effect of ICSI and embryo biopsy on embryo development and apoptosis 
according to oocyte diameter in prepubertal goats. Theriogenology 
67:1339-1408. 
Kafi M, Mesbah F, Nili H, Khalili A. 2005. Chronological and ultrastructural 
changes in camel (Camelus dromedarius) oocytes during in vitro 
maturation. Theriogenology 63:2458–2470. 
Kikuchi K, Naito K, Noguchi J, Shimada A, Kaneko H, Yamashita M, Aoki F, 
Tojo H, Toyoda Y. 2000. Maturation/M-phase promoting factor: a 
regulator of aging in porcine oocytes. Bilo Reprod. 63:715-722. 
Krisher RL.  2004.  The effect of oocyte quality on development. J Anim Sci. 
82:E14-E23. 
Laron Z. 2001. Insulin like growth factor I (IGF-I): a growth hormon. J Clinical 
Pathol. 54:311-316. 
Lequarre AS, Vigneron C, Ribaucour F, Holm P, Donnay I, Dalbiès-Tran R, 
Callesen H, Mermillod P. 2005. Influnce of antral follicle size on oocyte 
characteristics and embryo development in the bovine. Theriogenology 
63:841-859. 
Makarevich AV, Markkula M. 2001. Apoptosis and cell proliferation potential of 
bovine embryos stimulated with insulin-like growth factor I during in 
vitro maturation and culture. Biol Reprod. 66(2):386-392. 
Magalhães-Padilhaa DM, Duarte ABG, Araújo VR, Saraiva MVA, Almeida AP, 
Rodrigues GQ, Matos MHT, Campello CC, Silva JR, Gastal MO et al. 
2012. Steady-state level of insulin-like growth factor-I (IGF-I) receptor 
mRNA and the effect of IGF-I on the in vitro culture of caprine preantral 
follicles. Theriogenology 77:206–213. 
 
 
 
 
 
 
Mani AM, Fenwick MA, Cheng Z, Sharma MK, Singh D, Wathes DC. 2010. 
IGF1 induces up-regulation of steroidogenic and apoptotic regulatory 
genes via activation of phosphatidylinositoldependent kinase/AKT in 
bovine granulosa cells. Reproduction 139:139–151. 
Memili E, First NL. 1999. Control of gene expression at the onset of bovine 
embryonic development. Biol Reprod. 61:1198–1207. 
Nandi S, Kumar VG, Manjunatha BM, Ramesh HS, Gupta PSP. 2008. Follicular 
fluid concentrations of glucose, lactate and pyruvate in buffalo and sheep, 
and their effects on cultured oocytes, granulosa and cumulus cells. 
Theriogenology 69:186–196. 
Neira JA, Tainturier D, Pen MA, Martal J. 2010. Effect of the association of IGF-
I, IGF-II, bFGF, TGF-b1, GM-CSF, and LIF on the development of 
bovine embryos produced in vitro. Theriogenology 73:595–604. 
Oberlender G, Murgas LDS, Zangeronimo MG, da Silva AC, Menezes TA, Pontelo TP, 
Vieira LA. 2013. Role of insulin-like growth factor-I and follicular fluid 
from ovarian follicles with different diameters on porcine oocyte 
maturation and fertilization in vitro. Theriogenology 80:319–327. 
Ongeri EM, Bormann CL, Butler RE, Melican D, Gavin WG, Echelard Y, Krisher 
RL, Behboodi E. 2001.  Development of goat embryos after in vitro 
fertilization and parthenogenetic activation by different methods.  
Theriogenology 55:1933-1945. 
Pawshe CH, Totey SM.  2003.  In vitro maturation, fertilization and embryo 
development of goat oocytes [Review]. Ind J Anim Sci. 73:615-619. 
Pereira RJ, Tuli RK, Wallenhorst S, Holtz W. 2000. The effect of heparin, 
caffeine and calcium ionophore A 23187 on in vitro induction of the 
acrosome reaction in frozen thawed bovine and caprine spermatozoa. 
Theriogenology 54(2):185-192. 
Pereira DC, Dode MAN, Rumpf R. 2005. Evaluation of different culture systems 
on the in vitro production of bovine embryos. Theriogenology 63:1131-
1141. 
Perks CM, Peters AR, Wathes DC. 1999. Follicular and luteal expression of 
insulin-like growth factors I and II and the type 1 IGF receptor in the 
bovine ovary. J Reprod Fertil. 116:157–165. 
Rahman ANMA, Abdullah RB, Wan Khadijah WE.  2007.  Goat embryo 
development from in vitro matured goat oocytes of heterogenous quality 
through intracytoplasmic sperm injection techniques. Biotechnology 
6:373-382. 
 
 
 
 
 
Rahman ANMA, Abdullah RB, Wan Khadijah WE.  2008.  In vitro maturation of 
oocytes with special reference to goat [Review]. Biotechnology 7(4):599-
611. 
Rizos, Ward F, Duffy P, Boland MP, Lonergan P. 2002. Consequences of bovine 
oocyte maturation, fertilization or early embryo development in vitro 
versus in vivo: implications for blastocyst yield and blastocyst quality. 
Mol Reprod Dev. 61:234–248. 
Rho GJ, Hahnel AC, Betteridge KJ.  2001.  Comparisons of oocyte maturation 
times and of three methods of sperm preparation for their effect on the 
production of goat embryos in vitro.  Theriogenology 56:503-516. 
Romar R, Funahashi H. 2006. In vitro maturation and fertilization of pocine 
oocytes after a 48 h culture in roscovitine, an inhibitor of p34
cdc2
/cyclin B 
kinase. Anim Reprod Sci. 92:321-333. 
Sadick MD, Intintoli A, Quarmby V, McCoy A, Canova-Davis E, Ling V. 1999.  
Kinase receptor activation (KIRA): a rapid and accurate alternative to 
end-point bioassays. J Pharm Biomed Anal. 19:883-891. 
Senger PL. 2005. Pathways to pregnancy and parturition. 2nd ed. Washington 
(US): Current Conceptions, Inc. 
Sirisathien S, Hernandez-Fonseca HJ, Brackett BG. 2003. Influences of 
epidermal growth factor and insulin-like growth factor-I on bovine 
blastocyst development in vitro. Anim Reprod Sci. 77:21–32. 
Sirard MA, Richard F, Blondin P, Robert C. 2006. Contribution of the oocyte to 
embryo quality. Theriogenology 65:126–136. 
Shirazi A, Sadeghi N. 2007. The effect of ovine oocyte diameter on nuclear 
maturation. Small Rum Res. 69:103-107. 
Singhal S, Prasad S, Singh B, Prasad JK, Gupta HP. 2009. Effect of including 
growth factors and antioxidants in maturation medium used for in vitro 
culture of buffalo oocytes recovered in vivo. Anim Reprod Sci. 113:44–
50. 
Somfai T, Ozawa M, Noguchi J, Kaneko H, Ohnuma K, Karja NWK, Fahrudin 
M, Maedomari N, Dinnye´s A, Nagai T, et al. 2006. Diploid porcine 
parthenotes produced by inhibition of first polar body extrusion during in 
vitro maturation of follicular oocytes. Reproduction 132:559–570. 
Supriyantono A, Hakim L, Suyadi, Ismudiono. 2008. Performansi sapi bali pada 
tiga daerah di Provinsi Bali. Berk Penel Hayati. 13:147–152. 
 
 
 
 
 
 
Supriatna I. 2010. Penerapan teknologi reproduksi pada ternak di Indonesia. Di 
dalam: Setiadi MA, Karja NWK, Yudi, Murti H, editor. Prosiding 
Seminar Nasional. Peran Teknologi Reproduksi Hewan dalam Rangka 
Swasembada Pangan Nasional; 6-7 Oktober 2010; Bogor Indonesia. 
Bogor (ID): Sekolah Pascasarjana IPB. hlm 4-7. 
Supriatna I. 2013. Transfer embrio pada ternak sapi. Bogor (ID): Seameo 
Biotrop. 
Spanos S, Becker DL, Winston RML, Hardy K. 2000. Anti-apoptotic action of 
insulin-like growth factor-I during human preimplantation embryo 
development. Biol Reprod. 63:1413–1420. 
Spicer LJ, Enright WJ. 1991. Concentrations of insulin-like growth factor I and 
steroids in follicular fluid of preovulatory bovine ovarian follicles: effect 
of daily injections of a growth hormone-releasing factor analog and(or) 
thyrotropin-releasing hormone. J Anim Sci. 69:1133-1139. 
Steel RGD, Torrie JH.  1993.  Prinsip dan Prosedur Statistika:  Suatu Pendekatan 
Biometric.  Sumantri B, penerjemah. Jakarta (ID): Gramedia Pustaka 
Utama. 
Talib C. 2002. Sapi Bali di daerah sumber bibit dan peluang pengembangannya. 
Wartazoa 12(3):100-107. 
Urbanek K, Rota M, Cascapera S, Bearzi C, Nascimbene A, De Angelis A, 
Hosoda T, Chimenti S, Baker M, Limana F, et al. 2005. Cardiac stem 
cells possess growth factor-receptor systems that after activation 
regenerate the infarcted myocardium, improving ventricular function and 
long-term survival. Circ Res. 97:663-673. 
Velilla E, Lopez-Bejar M, Rodriguez-Gonzalez E, Vidal F, Paramio MT.  2002.  
Effect of Hoechst 33342 staining on developmental competence of 
prepubertal goat oocytes.  Zygote 10:201-208. 
Velazquez MA, Spicer LJ, Wathes D.C. 2008. The role of endocrine insulin-like 
growth factor-I (IGF-I) in female bovine reproduction. Domestic Anim 
Endocrinol. 35:325–342. 
Watson AJ.  2007.  Oocyte cytoplasmic maturation: A key mediator of oocyte and 
embryo developmental competence. J Anim Sci. 85:E1-E3. 
Wongsrikeao P, Otoi T, Murakami M, Karja NWK, Budiyanto A, Murakami M, 
Nii M, Suzuki T. 2004. Relationship between DNA fragmentation and 
nuclear status of in vitro-matured porcine oocytes: role of cumulus cells. 
Reprod Fetil Dev. 16:773-780. 
 
 
 
 
 
Yang LS, Kadam AL, Koide SS. 1993. Identification of a cAMP dependent 
protein kinase in bovine and human follicular fluids. Biochem Mol Biol 
Int. 31:521–525. 
Yoshida M, Ishizaki Y, Kawagishi H, Bamba K, Kojima Y. 1992. Effects of pig 
follicular fluid on maturation of pig oocytes in vitro and their subsequent 
fertilizing and developmental capacity in vitro. J Reprod Fertil. 95:481–
488. 
 
